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1. Einleitung 
 
 
Die hereditäre motorische und sensible Neuropathie Charcot-Marie-Tooth (CMT) zählt mit 
einer Prävalenz von etwa 40/100.000 zu den häufigsten vererbbaren Erkrankungen des 
Menschen (62). Das Krankheitsbild umfaßt progrediente, distal-symmmetrische atrophische 
Paresen zunächst der Fußmuskeln, später auch der Waden- und Handmuskeln. Die 
Muskeleigenreflexe der Beine fehlen früh. Charakteristisch sind peronäal betonte Paresen mit 
Steppergang und Storchenbeinen sowie Hohlfüße mit Krallenzehen. Die handschuh- und 
strumpfförmigen sensiblen Defizite sind meistens geringer ausgeprägt (17). Einige seltene 
Subtypen des CMT-Syndroms verlaufen als schwere Neuropathie mit Beginn in der frühen 
Kindheit und werden rezessiv vererbt oder beruhen auf dominanten Neumutationen. Die 
meisten CMT-Fälle sind jedoch durch einen Erkrankungsbeginn im Schulkind- oder 
Jugendalter und einen blanden, langsam progredienten Verlauf gekennzeichnet. Diese häufige 
klinische Variante wird meistens autosomal-dominant und seltener X-chromosomal-dominant 
vererbt. Nach neurophysiologischen und morphologischen Kriterien erfolgt eine Einteilung in 
zwei Subtypen, die CMT1 und die CMT2 (14). 
 
Die CMT1 ist eine demyelinisierende Neuropathie, bei der die Nervenleitgeschwindigkeiten 
(NLG) motorischer und sensibler Nerven deutlich reduziert sind und die motorische NLG des 
N. medianus weniger als 38 m/s beträgt. Die histopathologische Untersuchung von 
Nervenbiopsiepräparaten zeigt einen segmentalen Markscheidenzerfall und sogenannte 
Zwiebelschalenformationen, die Zeichen einer wiederholten De- und Remyelinisation sind. 
Patienten mit CMT2, der axonalen Form, weisen normale oder subnormale NLG-Werte auf, 
während die Amplituden der motorischen und sensiblen Aktionspotentiale (MAP und SNAP) 
erniedrigt sind. Die morphologisch führenden Merkmale der CMT2 sind der Verlust der Axone 
und die Bildung von Gruppen regenerierender und regenerierter Fasern, während die 
Myelinscheiden nicht primär betroffen sind. 
 
Die Erforschung der molekularen Grundlagen der CMT-Neuropathien hat in den letzten Jahren 
große Fortschritte gemacht. Bis jetzt konnten mehr als 20 Genorte kartiert und neun Kandidaten-
gene identifiziert werden (68). Zur Zeit sind drei Gene für die autosomal-dominante CMT1 
bekannt: das peripheral myelin protein 22-Gen (PMP22) auf Chromosom 17p11.2 (CMT1A) 
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(31; 42; 67), das myelin protein zero-Gen (MPZ, P0) auf Chromosom 1q22-q23 (CMT1B) 
(18) und das early growth response 2-Gen (EGR2) auf Chromosom 10q21-q22 (70). 
Ungefähr 70 % der CMT1-Patienten sind heterozygote Allelträger für eine 1,5 Mb-Duplikation 
des Chromosomenbereichs 17p11.2, die das PMP22-Gen umfaßt (37). Punktmutationen des 
PMP22-, P0- und EGR2-Gens sind seltenere Ursachen einer autosomal-dominanten CMT1. 
Außerdem können solche Mutationen auch zwei schwer verlaufende, frühkindliche Formen der 
peripheren Myelinopathie auslösen, das Dejerine-Sottas Syndrom (DSS) (19; 44; 65) und die 
kongenitale Hypomyelinisationsneuropathie (congenital hypomyelinating neuropathy, CHN) 
(61; 69; 70). Die X-chromosomal-dominant vererbte Form der CMT1 beruht auf Mutationen 
im Connexin32-Gen (Cx32), das im Abschnitt q13.1 des X-Chromosoms lokalisiert ist (6). 
 
Der Typ 2 der CMT ist seltener als die verschiedenen Formen der CMT1. Bislang konnten 
zwei Kandidatengene für die autosomal-dominante CMT2 identifiziert werden: das Gen für das 
Mikrotubulus-assoziierten Protein Kif1Bβ auf Chromosom 1p35-p36 (CMT2A) (5; 73) und 
das neurofilament light chain-Gen (NEFL) auf Chromosom 8p21 (CMT2E) (33). Drei 
weitere Genorte ließen sich auf Chromosom 3q (CMT2B) (26), Chromosom 7p14 (CMT2D) 
(23) und auf Chromosom 7q11-q21 (CMT2F) (25) lokalisieren. Allerdings sind nur wenige 
CMT2-Fälle mit diesen Genorten assoziiert, und die Erkrankung scheint bei den meisten 
Patienten auf Mutationen anderer Gene zu beruhen. Timmerman et al. konnten 1996 erstmals 
zeigen, daß die CMT2 auch durch Cx32-Mutationen verursacht werden kann (66). Inzwischen 
gelang bei CMT2-Patienten auch der Nachweis von P0-Punktmutationen,  die ursprünglich 
- wie auch die Cx32-Mutationen - allein mit der demyelinisierenden Verlaufsform CMT1 in 
Verbindung gebracht worden waren (8; 10; 27; 32; 34; 39; 47; 57; 58; 60; 66). Offensichtlich 
können Mutationen des gleichen Gens unterschiedliche neurophysiologische und histo-
pathologische Phänotypen hervorrufen (68). 
 
Die vorliegende Arbeit gehört zu den ersten Studien, in denen CMT2-Patienten auf das Vorliegen 
von P0-Punktmutationen untersucht wurden. Das Spektrum CMT2-assoziierter P0-Genotypen 
konnte um zwei bisher in der Literatur nicht beschriebene Mutationen erweitert werden. Die 
Untersuchung einer definierten Kohorte ermöglicht erstmals eine Abschätzung der Häufigkeit von 
P0-Mutationen bei CMT2-Patienten und bietet so einen weiteren Ansatzpunkt für eine rationale 
molekulargenetische CMT2-Diagnostik. 
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2. Patienten und Methoden 
 
 
2.1. Patientenkollektiv 
 
In die vorliegende Studie fanden Patienten Aufnahme, bei denen die Diagnose einer CMT2 
aufgrund klinischer, neurophysiologischer und morphologischer Befunde gestellt worden war. 
Nerven- und Muskelbiopsien waren im Institut für Neuropathologie der RWTH Aachen 
untersucht worden. Diese Biopsiepräparate wurden zur DNA-Isolation herangezogen. 
 
Im Vorfeld dieser Arbeit ließen sich bei vier Patienten aus einem Kollektiv von 45 CMT2-
Fällen Cx32-Punktmutationen als der ursächliche genetische Defekt ermitteln (57). Die übrigen 
41 Fälle und acht weitere Patienten, die nicht in die Cx32-Studie aufgenommen worden waren, 
da in den Stammbäumen die Vererbung in der männlichen Linie offensichtlich war, wurden für 
die Mutationsanalyse des P0-Gens ausgewählt (22 Frauen und 27 Männer). Bei 27 der 49 
Indexfälle wies die Familienanamnese auf eine dominante Vererbung der Neuropathie hin 
(betroffene Familienmitglieder in mindestens zwei Generationen). Bei den übrigen 22 Patienten 
konnte kein dominanter Erbgang gesichert werden, wobei allerdings in 13 Fällen die 
Familienanamnese nur unvollständig erhoben werden konnte. Genomische DNA von 50 
gesunden, nicht verwandten Probanden diente zur Kontrolle. DNA-Proben von Patienten mit 
der Thr124Met-P0-Mutation stellten freundlicherweise Herr Dr. V. Timmerman, Antwerpen, 
Herr Prof. A. Vandenberghe, Lyon, und Frau Prof. F. Chapon, Caen, sowie Frau Dr. M. Zortea 
und Frau Prof. M. L. Mostacciuolo, Padua, zur Verfügung. 
 
 
2.2. Molekulargenetische Methoden 
 
2.2.1. DNA-Isolation 
 
Die Extraktion genomischer DNA aus den in Paraffin eingebetteten Biopsiepräparaten der 
Indexpatienten erfolgte nach dem von An et al. (2) beschriebenen Protokoll. Sobald der Nach-
weis einer Mutation gelungen war, wurden Blutproben weiterer Familienmitglieder zur Unter-
suchung herangezogen. Die Isolation der Leukozyten-DNA erfolgte nach Standardprotokollen (3). 
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2.2.2. Mutationsanalyse 
 
Um für die Mutationsanalyse ausreichende Mengen der Ziel-DNA zu erhalten, wurde der sechs 
Exone umfassende Leserahmen des humanen P0-Gens (40) mittels Polymerasekettenreaktion 
vervielfältigt. Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine 
Methode zur in vitro Amplifikation eines Nukleinsäureabschnitts, der von zwei bekannten 
Sequenzen flankiert wird (35; 49; 50). Zur Amplifikation der Exone 1, 2, 4, 5 und 6 des P0-
Gens wurden Primerpaare und Bedingungen verwendet, die Nelis et al. vorgeschlagen hatten 
(36). Die Amplifikation von Exon 3 erfolgte mit Primern und Konditionen, die zuerst von Roa 
et al. (45) publiziert worden waren. Die resultierenden PCR-Produkte wurden mittels 
Einzelstrangkonformations-Polymorphismen-Analyse (single-strand conformation polymor-
phism analysis, SSCP) auf das Vorhandensein von Sequenzveränderungen untersucht. 
 
Die SSCP-Analyse nutzt die Eigenschaft einzelsträngiger Nukleinsäuren, unter nicht-
denaturierenden Bedingungen Sekundärstrukturen in Abhängigkeit von der Basensequenz 
auszubilden. Veränderungen der Basensequenz resultieren in abweichenden Konformationen, 
die in der Gelelektrophorese zu einem veränderten Laufverhalten führen (1; 12; 21; 38; 63). Die 
Elektrophorese der PCR-Produkte der Exone 1, 5 und 6 wurde auf einem 1 x Mutation 
detection enhancement- (MDE-) Gel (FMC Bioproducts, Rockland, USA) bei 15 W für 20 h 
durchgeführt. Die Analyse von Exon 2 erfolgte auf einem  8 %-igen Polyacrylamid-Gel mit 
10 %  Glycerol  bei  8 W für 18,5 h  und die der  Exone 3 und 4 auf einem  0,5 x MDE-Gel mit 
10 % Glycerol bei 10 W für 18 h. Im Anschluß an die Elektrophorese wurden die Gele zur 
Darstellung der DNA-Banden silbergefärbt. Fragmente, die abweichende SSCP-Muster 
zeigten, wurden durch eine Gelextraktion mit dem QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen, 
Hilden, Deutschland) für die DNA-Sequenzierung aufbereitet. 
 
Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der von Sanger eingeführten Dideoxy-Ketten-
abbruchmethode (54). Zur automatisierten, nicht-radioaktiven Sequenzierung wurde der Dye 
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutsch-
land) verwendet. Dabei beruht die Detektion der Reaktionsprodukte auf dem Einbau von 
verschiedenartig fluoreszenzmarkierten Dideoxynukleotiden (Dye-Terminatoren) (41). Die 
Synthese der Sequenzierungsprodukte erfolgte durch eine Taq-Polymerase, die aufgrund ihrer 
Thermostabilität ein cycle sequencing ermöglicht (22). Als Sequenzierprimer dienten die 
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entsprechenden PCR-Primer; alle Fragmente wurden in beiden Richtungen sequenziert. Die 
Elektrophorese der Sequenzierungsprodukte, die Detektion der Fluoreszenzdaten und die Daten-
auswertung erfolgten auf einem ABI PRISM 373A-DNA-Sequencer (Applied Biosystems). 
 
Restriktionsanalysen bestätigten die in der DNA-Sequenzierung detektierten Sequenzverände-
rungen und ermöglichten die rasche Untersuchung der P0-Sequenz der Familienmitglieder der 
Indexpatienten. Die Reaktionen wurden nach den Angaben des Herstellers durchgeführt (New 
England Biolabs, Beverly, USA).  Die resultierenden  Restriktionsfragmente  wurden auf einem 
2 %-igen Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht. 
 
 
2.2.3. Haplotypenanalyse 
 
Um die Ursache für das gehäufte Auftreten des 124Met-P0-Allels in der europäischen 
Bevölkerung zu klären, wurde eine Haplotypenanalyse für Mikrosatellitenmarker aus der P0-
Region durchgeführt. Mikrosatelliten sind hochpolymorphe DNA-Abschnitte, die in einer noch 
nicht genau bestimmten Anzahl über das gesamte Genom verteilt sind. Die Mikrosatelliten-DNA 
enthält repetitive, 1-4 Basenpaare lange Sequenzmotive, und die einzelnen Allele unterscheiden 
sich in der Anzahl der Motivwiederholungen. Da diese Längenpolymorphismen nach den 
Mendelschen Regeln vererbt werden, sind Mikrosatelliten ein wichtiges Hilfsmittel zur 
Erstellung von Genkarten und zur Durchführung von Kopplungsanalysen. In der vorliegenden 
Studie wurden die folgenden Mikrosatelliten, die das P0-Gen flankieren, untersucht: D1S534 
(GATA12A07), D1S1595 (GATA25B02), CRP (Mfd57), D1S2771 (AFMb334xb1), D1S2705 
(AFMa323xd9), D1S2675 (AFMa244wh5), D1S1679 (GGAA5F09), APOA2 (Mfd3) und 
D1S1677 (GGAA22G10). Die Reihenfolge der Marker ist in Abb. 5 wiedergegeben. Die 
Sequenzen der PCR-Primer und die Amplifikationsbedingungen entstammten öffentlichen 
Datenbanken (Genome Data Base, GDB unter http://gdbwww.gdb.org). Die sense-Primer waren 
mit dem Fluorophor FAM (Pharmacia, Uppsala, Schweden) markiert. Die Elektrophorese und 
Detektion der PCR-Produkte erfolgten auf einem ABI 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems). 
 
Das humane P0-Gen enthält einen Oligo-dT-Mononukleotid-Längenpolymorphismus in Intron 
2, für den mindestens fünf verschiedene Allele existieren (40). Zur Haplotypenbestimmung 
wurde ein PCR-Fragment sequenziert, das diese repetitive Sequenz und den 5-Anteil des 
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Exons 3 einschließlich Codon 124 umfaßte. Da Heterozygotie für den Oligo-dT-Poly-
morphismus die direkte Sequenzierung erschwerte, wurden die Allele durch Klonierung der 
PCR-Produkte getrennt. Zur PCR-Amplifikation wurde folgendes Reaktionsprofil verwendet: 
Auf eine initiale Denaturierung bei 950C für 3 min. folgten 35 Zyklen, bestehend aus 30 sec. bei 
950C, 30 sec. bei 600C und 90 sec. bei 720C. Die Sequenzen der verwendeten PCR-Primer waren 
5-CGCAGAATTCCTCCCTTCTCCAGCACTA-3 (MPZint2-F) und 5-AGCTGAATTCCTTT 
TTCAAAGACATACAGCG-3 (MPZint2-R) mit 5-EcoRI-Adaptern (Abb. 1). Nach Verdau mit 
EcoRI wurden die PCR-Produkte mit dem gleichartig geschnittenen Vektor pGEM-3zf+ 
(Promega, Madison, WI, USA) ligiert. Zur Identifizierung von Transformanten enthält dieser 
Vektor ein Ampicillinresistenzgen. Nach der Transformation ampicillinempfindlicher Wirtszellen (E. 
coli DH5α) können auf einem ampicillinhaltigen Nährboden nur solche Bakterien Kolonien 
bilden, die ein Vektormolekül aufgenommen haben. Um zusätzlich diejenigen Kolonien zu identi-
fizieren, deren Vektormolekül das gewünschte Insert enthält, besitzt pGEM-3zf+ ein Selek-
tionssystem für Rekombinanten. Das Vektormolekül kodiert für das α-Peptid der β-Galakto-
sidase, wobei der Polylinker mit den Restriktionsschnittstellen innerhalb des Leserahmens liegt. 
 
         
 
Abb. 1: Intragenischer Mononukleotidrepeat in Intron 2 und Codon 124 in Exon 3 des humanen P0-Gens. Die 
zur Amplifikation des Fragments MPZint2 benutzten Oligonukleotide sind angegeben. (Modifiziert nach Brain 
Pathol 2000; 10:235-248.) 
 
Entsprechend weisen β-Galaktosidase-defiziente Wirtszellen nach Transfektion mit einem 
Vektormolekül ohne Insert Enzymaktivität auf, während die Aktivität fehlt, wenn der auf dem 
Vektor kodierte Leserahmen durch den Einbau eines Inserts unterbrochen wird. Dies 
ermöglicht die direkte Identifizierung rekombinanter Klone auf entsprechenden Indikator-
medien. Für jeden Patienten wurden 20 positive Kolonien in Flüssigkulturen überimpft und 
weiter vervielfältigt. Nach Isolation der Plasmide erfolgte die Sequenzierung der einklonierten 
PCR-Fragmente unter Verwendung von T7- und SP6-Promotor-Primern, deren spezifische 
Bindungsstellen den Polylinker des Vektors flankieren. Alle Manipulationen wie Restriktions-
verdaue, Klonierung der PCR-Produkte, Kultur der Bakterienzellen und die Isolation der 
Plasmid-DNA erfolgten nach Standardprotokollen (52). 
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3. Ergebnisse 
 
 
3.1. Mutationsanalyse 
 
Die SSCP-Analyse der Exone 1-6 des P0-Gens zeigte bei fünf Patienten abnorme Laufmuster. 
Bei Patient AC09.V-6 wies das Exon 2 entsprechende PCR-Produkt zusätzliche Banden auf 
(Abb. 2 A). Die anschließend durchgeführte DNA-Sequenzierung erbrachte den Nachweis 
einer heterozygoten A→G-Transition der Nukleotidposition 182 (das erste Nukleotid des 
ATG-Startcodons  wurde mit 1 numeriert).  Diese Basensubstitution  führt zum  Austausch der
 
 
 
Abb. 2: SSCP-Analyse des P0-Gens. Die PCR-
Produkte von (A) Patient AC09.V-6, Exon 2, (B) 
Patientin AC44.III-2, Exon 3, und (C) Patient AC37.II-2, 
Exon 3, weisen zusätzliche Konformationsbanden auf 
(Pfeilköpfe). (1-7: DNA von CMT2-Patienten ohne 
Nachweis einer P0-Mutation.) 
 
Asparaginsäure in Position 61 gegen 
einen Glycin-Rest (Abb. 3 A). Auf der 
Nukleotidebene entsteht eine zusätzliche 
SfaNI-Restriktionsschnittstelle, so daß 
bei heterozygoten Individuen zusätzliche 
Restriktionsfragmente auftreten (Abb. 4 A). 
Bei den Patienten AC44.III-2 und 
AC37.II-2 konnten in der SSCP-Analyse 
veränderte Bandenmuster der Exon 3-
PCR-Produkte nachgewiesen werden 
(Abb. 2 B, C). Die Exon 3-Sequenz der 
Patientin AC44.III-2 zeigte eine hetero-
zygote A→G-Transition des zweiten 
Nukleotids in Codon 119, das somit 
anstatt für Tyrosin für Cystein kodiert 
(Abb. 3 B).  Diese Sequenzveränderung 
resultiert in einer neuen Schnittstelle für 
das Restriktionsenzym PstI (Abb. 4 B). 
Der Patient AC37.II-2 ist heterozygot für 
eine C→T-Transition des Nukleotids 
371, die auf der Proteinebene zu einem 
Thr124Met-Aminosäurenaustausch führt 
(Abb. 3 C).  Durch die  Mutation entsteht 
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eine neue Schnittstelle für die Restriktionsendonuklease NlaIII. Die aufgeführten Mutationen 
segregierten in den jeweiligen Familien mit dem klinischen bzw. neurophysiologischen 
Phänotyp (Abb. 4) und waren bei den 50 Kontrollfällen nicht nachweisbar. 
 
 
 
Abb. 3: Automatisierte DNA-Sequenzanalyse zum 
Nachweis von P0-Punktmutationen. Die Fluorogramme 
repräsentieren jeweils den sense-Strang. Ein Teil des 
Leserahmens mit dem jeweiligen Aminosäuren-
austausch ist dargestellt. (A) Patient AC09.V-6, (B) 
Patientin AC44.III-2 und (C) Patient AC37.II-2. 
(Modifiziert nach Brain Pathol 2000; 10:235-248.) 
 
 
Die SSCP-Bandenmuster der PCR-Frag-
mente, die mit dem für Exon 6 spezi-
fischen Primerpaar amplifiziert wurden, 
waren bei zwei Patienten verändert. In 
der anschließend durchgeführten DNA-
Sequenzierung ließ sich nachweisen, daß 
bei einem der Patienten eine bereits in der 
Literatur beschriebene stille Mutation des 
Serin-Codons 228 vorlag (36). Das 
gleiche SSCP-Muster wie bei diesem 
Patienten wurde auch bei zwei der 50 
Kontrollfälle nachgewiesen. Der andere 
Patient war heterozygot für einen G→A-
Nukleotidaustausch, der 52 Nukleotide 
downstream des TAG-Stopcodons im 
3-nicht-translatierten Bereich der P0-
mRNA lag. Das dieser Sequenzvariante 
entsprechende SSCP-Muster wurde bei 
keinem der gesunden Kontrollfälle ent-
deckt, jedoch bei dem sowohl klinisch als 
auch neurophysiologisch unauffälligen 
Vater des Patienten. 
 
3.2. Haplotypenanalyse 
 
De Jonghe et al. (1999) haben das gehäufte Auftreten der Thr124Met-Mutation in der 
belgischen CMT2-Population auf einen founder-effect zurückgeführt, da die von ihnen 
untersuchten  124Met-Allelträger  alle  einen  homogenen  Krankheitshaplotyp  aufwiesen (10). 
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Abb. 4: Stammbäume der (A) Familie AC09 und (B) Familie AC44. Männer sind als Quadrate dargestellt und 
Frauen als Kreise. Erkrankte Personen haben schwarze Symbole. Über Eck stehende Quadrate stellen Personen 
dar, deren Geschlecht nicht bekannt war. Eine Probandin mit einer Mutation, aber ohne Symptome einer 
peripheren Neuropathie (AC44.IV-8) ist durch ein dreiviertel gefüllten Kreis symbolisiert. Verstorbene 
Familienmitglieder werden mit einem Querbalken gekennzeichnet. Ein Stern (*) markiert Probanden, die 
klinisch untersucht wurden und von denen eine DNA-Probe zur Verfügung stand. Die Ergebnisse der 
Restriktionsverdaue zum Nachweis der jeweiligen Mutationen finden sich unterhalb der Stammbäume. Die 
Strichzeichnungen geben die Restriktionsmuster der Wildtyp- und der veränderten PCR-Fragmente schematisch 
wieder. Die Zahlen an der rechten Seite der Gele und in den Skizzen geben die Größe der Verdauprodukte in 
Basenpaaren (bp) an. Die kleinen 22 und 42 bp Fragmente in (A) konnten unter den gewählten 
Elektrophoresebedingungen nicht dargestellt werden. (Modifiziert nach Brain Pathol 2000; 10:235-248.) 
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Auch die beiden Patienten aus der hier vorgestellten deutschen Familie AC37 zeigten für den 
am engsten benachbarten telomeren Mikrosatelliten D1S2705 das gleiche Allel, das in den 
belgischen Familien mit der Erkrankung assoziiert war (Allel 1: 150 bp, Allelhäufigkeit laut 
GDB: 0,30). Die Allelgrößen der übrigen telomeren Marker waren aber alle unterschiedlich, 
während einige der belgischen Familien größere Chromosomenabschnitte auf der telomeren 
Seite des P0-Gens gemeinsam hatten. Für den am engsten benachbarten centromeren Marker 
D1S2771 wichen die mit der Erkrankung segregierenden Haplotypen ebenfalls voneinander ab 
(Allel 3: 257 bp bei den belgischen Patienten, GDB-Allelhäufigkeit: 0,39; aber Allel 2: 251 bp 
in Familie AC37, GDB-Allelhäufigkeit: 0,33), so daß das 124Met-Allel in Familie AC37 und 
den belgischen Familien offenbar unterschiedlichen genealogischen Ursprungs ist (Abb. 5). 
Eine französische und eine italienische Familie mit der Thr124Met-P0-Mutation, die bereits in 
der Literatur beschrieben worden waren (8; 55), wurden ebenfalls in die Haplotypenanalyse 
eingeschlossen. Die in Abb. 5 zusammengefaßten Ergebnisse lassen einen gemeinsamen 
Ursprung des 124Met-Allels in der französischen Familie und den belgischen Familien 
vermuten. Die Untersuchung der italienischen Familie hingegen zeigte einen weiteren, dritten 
unterschiedlichen Krankheitshaplotyp, so daß diese Patienten weder mit der deutschen noch 
mit den französisch-belgischen Familien verwandt zu sein scheinen (Abb. 5). 
 
                             Italienische Familie (55)     Familie AC37 (58)             Patienten aus                Französische Familie (8) 
                                                                                                               den belgischen 
                                                                                                                Familien (10) 
 
 
 
 
  
PD1309 
 
PD1307 
 
AC37.I-2 
 
AC37.II-2 
 
PN389.IV.2
 
PN509.II.1
 
Ly135.II.2 
 
Ly135.III.1 
 
Ly135.II.3
cen 
D1S534 
 
6 5 
 
5  2 
 
2 4 
 
4  3 
 
2 6 
 
4 9 
 
7 6 
 
6  8 
 
8 5 
D1S1595 4 4 4  6 4 4 4  6 6 6 4 6 3 8 8  4 4 6 
CRP 2 4 4  7   n. i.   n. i. 7 3 2 2 7 7 7  7 7 7 
D1S2771   n. i.   n. i. 2 2 2  2 3 3 2 3 3 3 3  4 4 2 
MPZint2 23 20 20  23 24 14 14  24 24 23 24 23 23 23 23  23 23 23 
D1S2705 2 4 4  3 4 1 1  6 1 1 7 1 3 1 1  3 3 4 
D1S2675 3 3 3  5 1 1 1  2 2 2 2 2 4 2 2  2 2 5 
D1S1679 6 5 5  3 6 3 3  2 5 4 3 4 7 4 4  7 7 5 
APOA2 2 5 5  4 4 5 5  5 2 2 3 2 4 2 2  4 4 4 
D1S1677 
tel 
5 2 2  2 1 1 1  3 2 3 3 3 1 3 3  3 3 1 
 
Abb. 5: P0-Haplotypen bei europäischen Patienten mit der Thr124Met-Mutation. Zur Bedeutung der Symbole 
siehe Anmerkungen zu Abb. 4. Die jeweiligen Krankheitshaplotypen sind kursiv gedruckt, und der 
gemeinsame Krankheitshaplotyp der belgisch-französischen Familien ist zusätzlich unterstrichen. Der 
Mikrosatellit D1S534 liegt dem Centromer am nächsten, und der Marker D1S1677 liegt am weitesten telo-
merwärts. Für den intronischen Mikrosatellitenmarker (MPZint2) ist die Anzahl der Nukleotidwiederholungen 
direkt angegeben, ansonsten folgt die Numerierung der Allele der GDB-Nomenklatur. n. i.: nicht informativ. 
 13
 
Die Sequenzierung der klonierten PCR-Produkte, die den intronischen Polymorphismus 
(MPZint2) und das mutierte Threonin-Codon 124 im P0-Gen überspannten, wies jeweils unter-
schiedliche Repeatlängen in der deutschen Familie AC37, in der italienischen Familie und in 
den französisch-belgischen Familien nach. In der Familie AC37 entsprach der Krankheits-
haplotyp einer Oligo-dT-Sequenz von 14 Nukleotidwiederholungen (Abb. 6 A). Bei den Patienten 
aus der französischen und den belgischen Familien waren 23 Thymin-Basen mit der C→T-
Transition in Codon 124 allelisch (Abb. 6 B), während bei Patienten aus der italienischen Familie die 
Größe des 124Met-assoziierten Allels 20 Basenpaare betrug. Diese Ergebnisse bestätigten das 
Vorliegen heterogener 124Met-Haplotypen in der europäischen CMT2-Population. 
 
 
 
Abb. 6: Sequenzanalyse der 124Met-assoziierten Haplotypen des intragenischen Oligo-dT-Mononukleotid-
repeats MPZint2. Die Sequenz in (A) stammt von Patient AC37.II-2, die Sequenz in (B) von einem der 
belgischen Patienten aus der Studie von De Jonghe et al. (10). Die Repeatlängen sind unterschiedlich. 
(Modifiziert nach Brain Pathol 2000; 10:235-248.) 
 
 
 
3.3. Der Phänotyp der CMT2-Patienten 
 
Die Indexpatienten AC09.V-6 und AC44.III-2 stammten aus Familien, in denen mehrere 
Verwandte aus unterschiedlichen Generationen Symptome einer motorischen und sensiblen 
Polyneuropathie aufwiesen. In der Familie AC09 konnte anhand des Stammbaums ein 
autosomal-dominanter Erbgang gesichert werden. In der Familie AC44 war der Erbgang sowohl 
mit einer autosomal-dominanten als auch mit einer X-chromosomal gebundenen Vererbung 
vereinbar. Eine Punktmutation des Cx32-Gens konnte ausgeschlossen werden. Der Patient 
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AC37.II-2 war klinisch wesentlich stärker betroffen als seine Mutter, so daß in dieser Familie 
ursprünglich eine CMTX als wahrscheinlich angesehen wurde. Die Sequenzanalyse des Cx32-
Gens war jedoch auch bei diesem Patienten unauffällig. Alle CMT2-Patienten mit P0-
Mutationen, die im Rahmen dieser Studie klinisch-neurologisch untersucht wurden, hatten eine 
distal-symmetrische, überwiegend motorische Neuropathie, deren Ausprägungsgrad allerdings 
erheblich variierte. Dabei traten Symptome, die die Patienten erstmalig zu einem  Arztbesuch 
veranlaßten, nicht vor der fünften oder sechsten Dekade auf (Tabelle 1). 
 
 
Familie 
 
Mutation 
 
 Patient 
 
Ge-
schlecht 
 
 Krank- 
 heitsbeginn 
 
Alter 
 
Fußde- 
formitäta
 
 Muskel- 
 atrophieb 
 
Gang- 
störungc 
 
Reflexab-
schwächungd
 
Sensible 
Ausfällee 
 
Nervenleitungs-
geschwindigkeit (m/s) 
....... 
          ASR 
 
PSR  
 
N. med. 
 
N. tib. 
 
 N. peron. 
 
AC09 
 
D61G 
 
 V-6 
 
M 
 
 60 
 
63 
 
+ 
 
 ++ 
 
+ 
 
++ 
 
++ 
 
+ 
 
40 
 
 
 
 31 
   V-8 F  50 60 ++  ++ +++ ++ ++ + 43   
   V-15 M  57 61 +  + + ++ + + 42.7 40.6  40.9 
   V-16 M  59 64 +  + + ++ + +    
 
AC44 
 
Y119C 
 
 III-2 
 
F 
 
 49 
 
54 
 
+ 
 
 + 
 
++ 
 
++ 
 
+ 
 
+ 
 
39 
 
27 
 
 31 
   III-4 F  47 60 +  + + ++ ++ +    
   IV-8 F  - 34 -  - - - - -    37,6 
 
AC37 
 
T124M 
 
 II-2 
 
M 
 
 45 
 
52 
 
+ 
 
 ++ 
 
+++ 
 
++ 
 
++ 
 
++f 
 
35.6 
 
-g 
 
 -g 
 
Tabelle 1: Klinische und neurophysiologische Daten der CMT2-Patienten mit P0-Mutationen. a Fuß-
deformität: nicht vorhanden (-), Deformität ohne Behinderung (+), orthopädische Schuhe erforderlich (++), 
operative Korrektur notwendig (+++); b Muskelatrophie: keine Atrophie (-),  geringe Atrophie (+), deutliche 
Atrophie  (++),   schwere   Atrophie  (+++);   c Gangstörung:   keine  Gangstörung  (-),   Schwierigkeiten   beim 
Laufen (+), Steppergang (++), Gehhilfen erforderlich (+++); d Reflexabschwächung: Reflexe nicht 
abgeschwächt (-), abgeschwächte Reflexe (+), Reflexverlust (++); e distaler Sensibilitätsverlust: kein 
Sensibilitätsverlust (-), verminderte Sensibilität (+), vollständiger Sensibilitätsverlust (++). f Der Patient litt an 
einer Hyperpathie und lanzinierenden Schmerzen in den Beinen und Füßen. g Motorpotentiale konnten weder 
mit Oberflächen- noch mit Nadelelektroden ausgelöst werden. 
 
 
In der Elektroneurographie waren gering- bis mittelgradig verzögerte NLG nachweisbar. Eine 
Ausnahme stellte Patient AC37.II-2 dar, bei dem die motorische Medianus-NLG unterhalb von 
38 m/s lag (Tabelle 1). Bei allen untersuchten Patienten waren die Amplituden der MAP und 
SNAP deutlich erniedrigt. Die Elektromyographie (M. tibialis anterior, M. abductor digiti 
minimi) zeigte ein rarefiziertes Interferenzmuster und pathologische Spontanaktivität (patho-
logische Fibrillationen und positive scharfe Wellen). 
 
Die Patientin V-8 aus der Familie AC09 war infolge der hochgradigen atrophischen Paresen 
der Wadenmuskulatur auf Peronäusschienen angewiesen. Die drei anderen klinisch 
untersuchten Allelträger aus der gleichen Generation zeigten lediglich diskrete neurologische 
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Defizite, so daß einer dieser Probanden (V-15) auch noch im Alter von 61 Jahren seinem Beruf 
als Gerüstbauer nachgehen konnte. Sechzehn weitere Familienmitglieder aus fünf Genera-
tionen, von denen die meisten zum Zeitpunkt dieser Studie bereits verstorben waren, wurden 
von den Angehörigen als erkrankt geschildert. 
 
Die Patientinnen III-2 und III-4 aus der Familie AC44 hatten gering- bis mittelgradig 
ausgeprägte Symptome einer Polyneuropathie. Eine jüngere Allelträgerin (IV-8) war klinisch 
nicht betroffen, während die Elektroneurographie bereits Hinweise auf eine beginnende axonale 
Schädigung zeigte. Die verstorbene Patientin II-6 hatte nach den Angaben der Angehörigen im 
Alter von ungefähr 50 Jahren eine Fußdeformität und eine Gangunsicherheit entwickelt. Der 
Proband III-6 litt ebenfalls an einer Polyneuropathie, wies jedoch den P0-Gendefekt nicht auf. 
In der Krankengeschichte war ein Hodgkin-Lymphom bekannt, das mit einer Poly-
chemotherapie behandelt worden war. Dieser Patient stellt vermutlich eine Phänokopie dar, die 
auf ein paraneoplastisches Syndrom oder auf toxische Nebenwirkungen der Chemo-
therapeutika zurückzuführen sein dürfte (56). 
 
Die DNA-Analyse in der Familie AC37 zeigte, daß die Thr124Met-Mutation in der maternalen 
Linie des Stammbaums segregierte. Die 75-jährige Mutter des Indexpatienten klagte seit etwa 
15 Jahren über eine Gangunsicherheit und ein Schwächegefühl in den Beinen. Diese Symptome 
waren bislang als Zeichen eines postthrombotischen Syndroms gedeutet worden, und eine 
Neuropathie war bisher nicht mittels einer neurologischen Untersuchung objektiviert worden. 
Ihr Sohn, Patient AC37.II-2, hatte bis zum Alter von 49 Jahren als Ingenieur in einer Müllver-
brennungsanlage gearbeitet und war während seiner Tätigkeit einer Anzahl potentiell neuro-
toxischer Substanzen ausgesetzt gewesen, darunter auch Arsen-, Blei- und Quecksilber-
verbindungen. Er litt seit dem 45. Lebensjahr an einer schweren sensomotorischen, distal-
symmetrischen Neuropathie, die auch nach Beendigung der Toxinexposition weiterhin 
progredient war. Im Verlauf traten ausgeprägte sensible Plussymptome im Bereich der unteren 
Extremitäten auf. In der neurologischen Untersuchung fiel außerdem auf, daß sich die 
rechtsseitig weite Pupille auf Lichteinfall und Konvergenz verzögert verengte. Zusätzlich 
bestand eine leichte beidseitige Hypakusis. Auf eine genetische Untersuchung der bislang 
klinisch nicht betroffenen Kinder des Patienten (16 bzw. 19 Jahre alt) wurde verzichtet. 
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3.4. Nervenbiopsien 
 
 
Die histologischen Befunde der Suralnervenbiopsien der drei Indexfälle entsprachen einer 
überwiegend axonalen Schädigung des peripheren Nervensystems (Abb. 7, Tabelle 2). Semi-
dünnschnitte zeigten eine erhebliche Reduktion der Anzahl großer myelinisierter Fasern und 
zahlreiche Gruppen regenerierender Axone. Zwiebelschalenformationen  waren  nicht eindeutig 
 nachweisbar.  Die  Dicke  der
 
Patient 
 
 
Ge- 
schlecht 
 
Alter 
 
Anzahl myelinisierter 
Fasern (1/mm2)a 
 
Myelinfläche pro endo- 
neuraler Fläche (%)b 
 
AC09.V-6 
 
M 
 
62 
 
3.954 
 
8,5 
AC44.III-2 F 51 4.952 8,9 
AC37.II-2 M 47 4.656 8,7 
  51 3.400 5,5 
 
Tabelle 2:  Morphometrische  Daten.   a Normwerte:  6.000-9.000/mm2; 
b Normwerte: 20-30 %. 
 
Myelinscheiden lag über- 
wiegend innerhalb des Norm-
bereichs, und nur ganz ver-
einzelt kamen unverhältnis-
mäßig dünne oder abnorm 
verdickte Markscheiden vor. 
Entzündliche Infiltrate waren  
nicht zu beobachten. Einige Faszikel zeigten ein geringfügig ausgeprägtes endoneurales Ödem. 
Der Patient AC37.II-2 wurde im Alter von 47 und 51 Jahren nervenbiopsiert. Die 
vergleichende Untersuchung der beiden Biopsien zeigte eine rasche Progredienz der 
Neuropathie, die in der zweiten Biopsie bis hin zu einem nahezu vollständigen Verlust der 
großen myelinisierten Fasern fortgeschritten war. 
 
Die elektronenmikroskopische Untersuchung der Biopsiepräparate zeigte zahlreiche 
degenerierende Axone, Büngnersche Bänder und in Gruppen angeordnete regenerierende 
Axone. Einige dieser Regenerationsgruppen wurden von Schwann-Zellfortsätzen umgeben, die 
zwiebelschalenähnliche Strukturen bildeten. Klassische Zwiebelschalenformationen und 
paranodale bzw. segmentale Markscheidendegenerationen waren jedoch nicht nachweisbar. 
Einige Markscheiden bildeten abnorme Myelinschlingen. Die Periodizität der Myelinlamellen 
war unauffällig. Lediglich bei einigen regenerierenden Fasern waren die adaxonalen Lamellen 
noch nicht vollständig kompaktiert. Im Bereich des nicht-kompakten Myelins konnten 
wiederholt vakuoläre Degenerationen, membranöse Wirbel und mikrovesikuläre Disinte-
grationen nachgewiesen werden. Einige adaxonale Vakuolen enthielten membranöse Wirbel 
und mikrovesikuläre Komplexe. 
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Abb. 7: Querschnitte der Suralnervenbiopsien von (A) Patient AC09.V-6 (im Alter von 62 Jahren), (B) 
Patientin AC44.III-2 (im Alter von 51 Jahren), (C, D) Patient AC37.II-2 (im Alter von 47 bzw. 51 Jahren). Die 
Anzahl der großen myelinisierten Fasern ist vermindert, und es finden sich zahlreiche Regenerationsgruppen 
(Pfeile). Einzelne Axone haben unverhältnismäßig dünne Markscheiden (Pfeilköpfe). Der Vergleich der 
Biopsiepräparate in (C) und in (D), die beide von Patient AC37.II-2 stammen und im Abstand von vier Jahren 
untersucht wurden, zeigt den mit dem Alter fortschreitenden Faserverlust. Semidünnschnitte, Toluidinblau-
Färbung, x350. (Modifiziert nach Brain Pathol 2000; 10:235-248.) 
 18
 
4. Diskussion 
 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde genomische DNA von 49 nicht miteinander verwandten 
CMT2-Patienten auf Mutationen in der kodierenden Sequenz des P0-Gens untersucht. 
Abnorme SSCP-Muster waren bei fünf Patienten zu beobachten, und in der anschließend 
durchgeführten DNA-Sequenzierung konnten fünf Nukleotidaustausche identifiziert werden: 
zwei bisher nicht beschriebene missense-Mutationen, Asp61Gly und Tyr119Cys, die 
wiederholt auftretende Thr124Met-Substitution und zwei vermutlich harmlose Poly-
morphismen. Außerdem konnte gezeigt werden, daß für die Thr124Met-Mutation 
unterschiedliche Haplotypen in der europäischen CMT-Population vorkommen, so daß Codon 
124 offensichtlich einen hotspot für Mutationen des P0-Gens darstellt. 
 
 
4.1. Mutationen und Polymorphismen im P0-Gen 
 
Alle drei Aminosäurenaustausche im P0-Gen waren nicht-konservativ und betrafen Codons, 
die in den P0-Sequenzen verschiedener Vertebraten konserviert sind (4; 20; 29; 51; 72). Die 
beiden neuen Mutationen (Asp61Gly, Tyr119Cys) segregierten mit der Vererbung und der 
Expression der CMT2 und konnten in der DNA von 50 gesunden Kontrollfällen nicht nach-
gewiesen werden, so daß der Phänotyp mit hoher Wahrscheinlichkeit auf diese Mutationen zurück-
zuführen ist. Für die Thr124Met-Mutation lagen nur unvollständige familienanamnestische 
Daten vor. Dennoch kann die pathogenetische Relevanz dieses Genotyps als gesichert gelten, da er 
bereits in mehreren CMT-Familien nachgewiesen wurde. Wie bereits zuvor beschrieben (36), 
kam die stille Mutation im Serin-Codon 228 mit einer erkennbaren Prävalenz in der Gesamt-
bevölkerung vor, die durch die Kontrollfälle repräsentiert wurde. Auch der Basenaustausch in 
der 3-nicht-translatierten Region ist vermutlich nicht mit dem CMT-Phänotyp assoziiert. 
Vielmehr legen das Auftreten bei einem gesunden Elternteil und der fehlende Nachweis in den 
Kontrollfällen nahe, daß es sich um eine seltene familiäre Sequenzvariante handelt. 
 
P0 ist ein hochkonserviertes Transmembranprotein, das nur von myelinisierenden Schwann-
Zellen exprimiert wird. P0 ist im Bereich des kompakten Myelins lokalisiert und macht den 
größten Anteil der Strukturproteine der peripheren Markscheiden aus. Die Tertiärstruktur des 
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P0-Proteins wird von einer immunoglobulinartigen extrazellulären Domäne, einer 
Transmembrandomäne und einer zytoplasmatischen C-terminalen Domäne gebildet (13; 28; 
30). P0-Monomere bilden Tetramere, die mit ihren Gegenstücken in der Membran der 
benachbarten Myelinlamelle interagieren (59). P0 vermittelt die Adhäsion der einzelnen 
Myelinlamellen, wodurch die Ausbildung und die Aufrechterhaltung der komplexen Struktur 
der Markscheide ermöglicht werden (11; 59). 
 
Die Asp61Gly-Substitution in Exon 2 (Familie AC09) ist in einem Bereich der extrazellulären 
P0-Domäne lokalisiert, der an der Ausbildung der tetrameren Quartärstruktur beteiligt ist. Die 
dazu notwendigen intermolekularen Wechselwirkungen werden durch die Seitenketten der ent-
sprechenden Aminosäuren vermittelt. Der Austausch von Asparaginsäure gegen Glycin führt 
zum Verlust eines sauren Aminosäurerests, was die Tetramerbildung behindern könnte. Die 
Tyr119Cys-Substitution (Familie AC44) fügt eine zusätzliche Thiol-Gruppe in das P0-Molekül 
ein. Es ist vorstellbar, daß Cys119 mit anderen Cysteinresten des P0-Moleküls abnorme intra- 
und intermolekulare Disulfidbindungen eingeht, so daß pathologischer P0-Moleküle und 
Komplexe entstehen. Insbesondere könnte der zusätzliche Cysteinrest die Bildung der 
Disulfidbrücke zwischen Cys50 und Cys127 stören, die für die Tertiärstrutur der 
extrazellulären Domäne von Bedeutung ist. Der Threoninrest in Position 124 ist an der Bildung 
einer β-Faltblattstruktur der extrazellulären Domäne beteiligt. Die Thr124Met-Mutation 
(Familie AC37) unterbricht die regelmäßige Folge hydrophober und hydrophiler Aminosäuren, 
woraus eine fehlerhafte Faltung des Proteins resultieren könnte. 
 
Andere denkbare Pathomechanismen sind, daß die veränderten Proteine instabil sind, die 
Zellmembran nicht erreichen oder nicht ordnungsgemäß in der Membran verankert werden 
können. Eine weitere Erklärung könnte sein, daß die mutierten Proteine in der Zelle 
akkumulieren und eine zytotoxische Wirkung entfalten. 
 
 
4.2. Das klinische Bild 
 
Die im Rahmen dieser Studie identifizierten P0-Mutationen waren mit einer axonalen 
motorischen und sensiblen Polyneuropathie assoziiert, die sich erst in der fünften bis sechsten 
Lebensdekade klinisch manifestierte. Zwei Patienten litten an einer ausgeprägten distalen 
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Muskelschwäche, die Gehhilfen erforderte. Diese Beobachtungen entsprechen den Ergebnissen 
vergleichender klinischer Studien, in denen CMT2-Patienten ausgeprägtere Muskelatrophien 
und Paresen aufwiesen als CMT1-Patienten, dafür aber erst im höheren Lebensalter erkrankten 
(17). Es ist naheliegend, daß die junge Genträgerin AC44.IV-8 klinisch unauffällig war, da sie 
zum Zeitpunkt der Untersuchung das Manifestationsalter der CMT in ihrer Familie noch nicht 
erreicht hatte. 
 
Die vielfach beobachtete phänotypische Diskordanz in CMT-Familien ist vermutlich auf 
stochastische Effekte, den Einfluß von Umweltfaktoren, modifizierende Gene oder 
epigenetische Faktoren zurückzuführen. Im Einzelfall sind derartige Einflüsse nur selten 
nachweisbar; und auch in der Familie AC09 fand sich keine Erklärung für die auffällige 
klinische Variabilität. In der Familie AC37 hingegen war insbesondere die Einwirkung 
schädigender Umwelteinflüsse in Betracht zu ziehen. Der Patient II-2 war an seinem 
Arbeitsplatz gegenüber Blei, Quecksilber und Arsen exponiert, für die ein neurotoxischer 
Effekt nachgewiesen ist (56). Der Patient litt an einer rasch progredienten Neuropathie und 
war deutlich schwerer erkrankt als seine Mutter, die ebenfalls Allelträgerin war. Allerdings 
waren bei dem Patienten keine Symptome einer Intoxikation außer einer Neuropathie 
nachweisbar, die zudem auch nach Beendigung der Exposition weiter progredient verlief. 
Außerdem war die Thr124Met-Mutation auch bei einigen der belgischen Patienten mit einer 
rasch progredienten, schweren Neuropathie assoziiert, ohne daß sich zusätzliche, das 
Nervensystem schädigende, Einflüsse nachweisen ließen. Andererseits ist es vorstellbar, daß 
eine Myelinproteinmutation das periphere Nervensystem für neurotoxische Effekte anfälliger 
macht. Dann könnten Giftstoffe bereits in Mengen, die normalerweise das Nervensystem nicht 
schädigen und auch keine anderen klassischen Symptome einer Intoxikation hervorrufen, eine 
zerstörerische Wirkung in dem prädisponierten Nerv entfalten. 
 
In anderen Studien (8; 10; 34) wiesen Patienten mit der Thr124Met-Mutation ausgeprägte 
sensible Plussymptome, Pupillenanomalien und Hörstörungen auf. Auch bei dem Patienten 
AC37.II-2 mit der Thr124Met-Mutation war die Neuropathie mit lanzinierenden Schmerzen in 
den Beinen, beidseitiger Hörminderung und einer Pupillenmotilitätsstörung vergesellschaftet. 
Da Hirnnervenbeteiligungen bei der CMT selten sind und da die belgischen Thr124Met-
assoziierten CMT2-Familien auf einen gemeinsamen Vorfahren zurückgehen, könnte das 
Auftreten dieser zusätzlichen Symptome auf einem einheitlichen genetischen Hintergrund 
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beruhen, der den Phänotyp gleichsinnig moduliert. In der vorliegenden Arbeit konnte aber 
gezeigt werden, daß nicht alle europäischen Familien mit der Thr124Met-Mutation miteinander 
verwandt sind und mindestens drei verschiedene 124Met-Haplotypen vorkommen. Deshalb ist 
es wahrscheinlicher, daß der besondere Phänotyp auf strukturelle oder funktionelle 
Eigenschaften des veränderten P0-Moleküls selbst zurückzuführen ist. Diese Erklärung ist auch 
gut damit zu vereinbaren, daß die Thr124Met-Mutation auch in zwei japanischen CMT2-
Familien mit Pupillenmotilitätsstörungen einhergeht (34). 
 
 
4.3 Neurophysiologie und Nervenbiopsien 
 
Mutationen im P0-Gen wurden zuerst bei erblichen Erkrankungen der peripheren 
Myelinscheiden beschrieben. Dazu gehören die CMT1B und zwei im frühen Kindesalter 
beginnende, schwer verlaufende demyelinisierende Neuropathien, DSS und CHN (69). Neuere 
Studien zeigen aber, daß das phänotypische Spektrum von P0-Mutationen auch die Axono-
pathie CMT2 umfaßt (8; 10; 27; 32; 34; 39; 58). In der vorliegenden Untersuchung wiesen alle 
Allelträger neurophysiologische Befunde auf, die auf eine überwiegend axonale Schädigung 
hindeuteten. Mit Ausnahme von Patient AC37.II-2 lagen die motorischen NLG des N. 
medianus über dem Grenzwert von 38 m/s für die CMT1. Allerdings waren die Meßwerte bei 
diesem Patienten noch als intermediär (zwischen 30 und 40 m/s) anzusehen, während 
CMT1B-assoziierte P0-Mutationen in der Regel mit Medianus-NLG an der unteren Grenze der 
CMT1-Bandbreite einhergehen. Wahrscheinlich beruht die deutlichere NLG-Verzögerung bei 
Patient AC37.II-2 auf dem nahezu vollständigen Verlust großer, schnell-leitender Axone, der 
anhand der Nervenbiopsie und der massiv erniedrigten Amplituden der Medianus-MAP (bei 
fehlenden MAP der Beinnerven) nachweisbar war. 
 
Die führenden morphologischen Merkmale in den Nervenbiopsien von CMT1B-Patienten mit 
P0-Mutationen sind segmentale Markscheidenuntergänge und die Ausbildung von Zwiebel-
schalenformationen. Einige Fälle zeigten eine Kompaktierungsstörung der Markscheiden, 
während andere Patienten focally folded myelin sheaths (15) oder Tomakula (64) aufwiesen. 
In den Suralnervenbiopsien der hier vorgestellten Patienten fanden sich nur vereinzelt Hinweise 
auf einen primär demyelinisierenden Prozeß, und nur einzelne Markscheiden zeigten eine 
angedeutete Verdickung und Faltung. Die Periodizität der Myelinlamellen war unauffällig. 
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Auffällig waren hingegen die Reduktion der dicken myelinisierten Fasern und zahlreiche 
Gruppen regenerierender Fasern. Diese Befunde wiesen auf eine primär axonale Schädigung 
hin. In diesem Zusammenhang erscheint es interessant, daß Mutationen in einem anderen 
Myelinprotein, dem gap-junction Protein Cx32, sowohl eine demyelinisierende Läsion (24; 48) 
als auch eine axonale Degeneration verursachen können (17; 53; 57). Offensichtlich sind 
Schwann-Zellen und Myelinproteine an der Aufrechterhaltung einer regelrechten Funktion der 
Axone beteiligt (43; 46). CMT2-Fälle mit Cx32-Mutationen weisen zahlreiche Veränderungen 
der Axon-Schwann-Zell-Grenzflächen auf, die dem feinstrukturellen Korrelat gestörter Axon-
Glia-Interaktionen entsprechen könnten. Die Aufklärung der Wechselwirkungen zwischen 
Axonen und Gliazellen wird in den nächsten Jahren ein Schwerpunkt der neurobiologischen 
Forschung sein und weitere Einblicke in die Pathogenese der CMT-Neuropathien vermitteln. 
 
 
4.4. Der Thr124Met-Genotyp und die Häufigkeit von P0-Mutationen bei CMT2-Patienten 
 
Die Genotypenanalyse der Mikrosatelliten aus der P0-Region ergab, daß Familie AC37 und die 
belgisch-französischen Patienten mit der Thr124Met-Mutation nicht miteinander verwandt 
sind. Das entsprechende Allel in einer italienischen Familie ist ebenfalls anderen genealogischen 
Ursprungs, so daß mindestens drei unterschiedliche 124Met-Haplotypen in der europäischen 
Bevölkerung existieren. Außerdem wurde die Thr124Met-Mutation in zwei japanischen 
Familien nachgewiesen. Offenbar beruht das wiederholte Auftreten der ACG→ATG-Transition 
in Codon 124 nicht nur auf einem founder-effect (wie in der belgisch-französischen CMT2-
Population), sondern Thr124 stellt auch einen hotspot für Mutationen des P0-Gens dar. Dies 
ist auch deshalb wahrscheinlich, da C→T-Transitionen in CpG-Dinukleotiden die häufigste 
Form der Basensubstitution repräsentieren. Dabei werden das Cytosin des Dinukleotids am 5-
C-Atom methyliert und das resultierende 5-Methylcytosin spontan desaminiert, so daß 
schließlich ein Thymin entsteht. Die Mutationsrate von CpG-Dinukleotiden ist 8,5 mal so hoch 
wie der Durchschnittswert bei Dinukleotiden im allgemeinen (9). 
 
P0-Mutationen, die einen CMT2-Phänotyp hervorrufen, fanden sich bisher nicht bei Patienten 
mit hereditären demyelinisierenden Neuropathien (Tabelle 3). Eine Ausnahme stellt die 
Thr124Met-Mutation dar, die auch bei Patienten nachweisbar war, die als CMT1 klassifiziert 
worden waren. Allerdings begann die Erkrankung bei diesen Patienten nicht vor Erreichen der 
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vierten Lebensdekade, wohingegen 97 % aller CMT1-Patienten bereits im Alter von 17 Jahren 
klinisch manifeste Symptome aufweisen sollen (7). Die phänotypischen Variationen zwischen 
CMT1B, DSS und CHN wurden mit der Position und dem Typ der  P0-Mutationen korreliert  (69). 
 
 
Exon 
 
Codon 
 
Aminosäurensequenz 
 
Literaturstelle 
 
2 
 
  44 
 
Ser → Phe 
 
Marrosu et al., 1998 
2   61 Asp → Gly Senderek et al., 2000 
2   76 Ala  → Val Lee et al., 1999 
3 102 frameshift Pareyson et al., 1999a 
3 119 Tyr → Cys Senderek et al., 2000 
3 124 Thr → Met Schiavon et al., 1996b 
Wolf et al., 1997b 
De Jonghe et al., 1999 
Chapon et al., 1999 
Misu et al., 2000 
Senderek et al., 2000 
 
Tabelle 3: P0-Mutationen bei CMT2-Patienten. a Heterozygote 
Probanden hatten einen milden CMT2-Phänotyp, während die homo-
zygoten Kinder konsanguiner Eltern an DSS litten. b Die Patienten 
wurden als CMT1-Fälle beschrieben, wobei die Erkrankung erst in 
der vierten Dekade manifest wurde. 
Entsprechend könnte eine 
weitere Gruppe von P0-Muta-
tionen CMT2-Phänotypen 
hervorrufen, indem sie primär 
die Axone schädigen und die 
Markscheide intakt lassen. Die 
Aufklärung der modulieren-
den Funktionen, die Schwann-
Zellen auf Axone ausüben, 
wird wesentlich zum Verständ-
nis dieser Genotyp-Phänotyp-
Korrelationen beitragen. 
 
Die Häufigkeit von P0-Mutationen bei CMT2-Patienten wird vermutlich unterschätzt. Dies ist 
darauf zurückzuführen, daß das P0-Gen bisher bei CMT2-Patienten nicht routinemäßig 
untersucht wird und die Diagnose einer Erbkrankheit, die erst im mittleren oder höheren 
Erwachsenenalter beginnt, nicht einfach zu stellen ist. Die vorliegenden Daten erlauben die 
Annahme, daß ungefähr 5 % aller CMT2-Fälle (3 von 53) infolge von P0-Mutationen 
auftreten. Die Frequenz von Cx32-Mutationen in der CMT2-Population ist offensichtlich noch 
höher und reicht von circa 8 % in der in Aachen untersuchten Kohorte bis zu 15 % oder 20 % 
in anderen Studien (60; 66). Die Untersuchung des Cx32- und des P0-Gens ermöglicht also in 
mindestens einem von sechs CMT2-Fällen eine molekulargenetische Diagnose. Dies gestattet 
eine humangenetische Beratung des einzelnen Patienten, ohne auf die Kooperation anderer 
Familienmitglieder angewiesen zu sein. Auch wenn für die CMT bisher keine kausale Therapie 
zur Verfügung steht, impliziert die Diagnose zumindest eine relativ günstige Prognose. 
Außerdem  können  dem  Patienten weitere belastende Untersuchungen und unnötige, 
frustrane Therapieversuche erspart werden. Aus diesen Gründen erscheint bei Patienten mit 
hereditären axonalen sensomotorischen Neuropathien eine direkte Genotypenanalyse des 
Cx32- und P0-Gens wünschenswert. 
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5. Zusammenfassung 
 
 
Die hereditäre motorische und sensible Neuropathie Charcot-Marie-Tooth (CMT) ist eine der 
häufigsten vererbbaren Erkrankungen des Menschen. Die CMT wird nach morphologischen und 
neurophysiologischen Kriterien in die demyelinisierende CMT1 und die axonale CMT2 
unterteilt. Während sich bei 80-90 % der CMT1-Fälle ein distinkter Gendefekt nachweisen läßt, ist 
bei der CMT2 eine molekulargenetische Diagnose bislang nur eingeschränkt möglich. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden 49 CMT2-Patienten auf Mutationen im myelin protein 
zero-Gen (P0, MPZ) untersucht, das bislang vornehmlich mit der Pathogenese demye-
linisierender Neuropathien in Verbindung gebracht worden war. Drei heterozygote Nukleotid-
austausche konnten nachgewiesen werden und segregierten in den jeweiligen Familien mit dem 
Phänotyp: zwei zuvor in der Literatur nicht beschriebene missense-Mutationen, Asp61Gly 
und Tyr119Cys, und die bekannte Thr124Met-Substitution, die bereits bei mehreren CMT2-
Patienten identifiziert werden konnte. Die Haplotypen-Analyse des P0-Lokus zeigte, daß das 
124Met-P0-Allel in der deutschen, der belgisch-französischen und der italienischen CMT2-
Population jeweils unterschiedlichen genealogischen Ursprungs ist. 
 
Mutationen des P0-Gens sind bei schätzungsweise 5 % aller CMT2-Patienten nachweisbar. Da 
bei weiteren 10 % Mutationen im Connexin32-Gen (Cx32) vorliegen, ermöglicht die Unter-
suchung beider Gene in einem von sechs CMT2-Fällen eine molekulargenetische Diagnose. 
Haplotypen-Heterogenität für das gehäuft auftretende 124Met-Allel legt nahe, daß Codon 124 
einen hotspot für Mutationen des P0-Gens darstellt und die Thr124Met-Mutation einen nicht 
unerheblichen Anteil der P0-assoziierten CMT2-Fälle verursacht. 
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Juli 1992 - Sep. 1993 Deutsches Rotes Kreuz, Kreisverband 
Heinsberg 
 
Studium: 
Okt. 1993-Nov. 2001 Studium der Humanmedizin, RWTH Aachen 
Okt. 2000-Sep. 2001 Praktisches Jahr am Klinikum der RWTH 
Aachen, Wahlfach Neurologie 
Nov. 2001 Dritter Abschnitt der Ärztlichen Prüfung 
 
Berufstätigkeit: 
seit Jan. 2002 Arzt im Praktikum, Institut für Humangenetik 
der RWTH Aachen 
